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Resumo – O objetivo deste trabalho foi descrever métodos para a caracterização morfológica e molecular 
de Helicoverpa armigera e ampliar o registro de ocorrência da praga no Brasil. As mariposas foram obtidas 
de lagartas coletadas nas culturas de algodão, milho e soja, com uso de armadilhas luminosas. As coletas 
foram realizadas na Bahia, no Distrito Federal, no Mato Grosso e no Paraná. A identificação foi baseada 
na genitália masculina e nas análises das sequências dos genes mitocondriais do citocromo B e da região 
cox1‑tRNALeu‑cox2. A genitália masculina foi comparada com as descrições morfológicas na literatura, 
e as sequências de genes, com as depositadas no GenBank. Ambas as análises confirmaram a presença de 
H. armigera nos locais de coleta. Ampliou‑se o registro de ocorrência da praga para a região Sul do país.
Termos para indexação: código de barras de DNA, lagarta polífaga, mtDNA, praga quarentenária.
Morphological and molecular identification of Helicoverpa armigera 
(Lepidoptera: Noctuidae) and expansion of its occurrence record in Brazil
Abstract – The objective of this work was to describe methods for molecular and morphological characterization 
of Helicoverpa armigera and to extend the pest occurrence record in Brazil. Moths were obtained from larvae 
collected in cotton, corn, and soybean crops, using light traps. Collections were done in the states of Bahia, 
Distrito Federal, Mato Grosso, and Paraná, Brazil. Identification was based on male genitalia and on the 
analyses of mitochondrial gene sequences of cytochrome B and of the cox1‑tRNALeu‑cox2 region. The male 
genitalia were compared with the morphological descriptions in the literature, and the gene sequences with the 
ones deposited at GenBank. Both analyses confirmed the presence of H. armigera in the collecting locations. 
The pest geographic range was expanded to the South region of the country.
Index terms: DNA barcodes, polyphagous caterpillar, mtDNA, quarantine pest.
A ocorrência impactante de lagartas tem aumentado 
nas diferentes regiões do Brasil, especialmente nas 
culturas de milho, soja, feijão e algodão. Mesmo diante 
das particularidades de cada região, o relato mais 
frequente tem sido de ataques de lagartas do gênero 
Helicoverpa a estruturas reprodutivas das plantas. 
Esses ataques têm sido atribuídos às espécies H. zea 
(Boddie, 1850) e H. gelotopoeon (Dyar, 1921), com 
ocorrência já registrada no Sul do Brasil (Tood, 1955; 
Hardwick, 1965).
No entanto, também foi registrada a ocorrência 
de H. armigera em culturas de soja e algodão, nos 
estados da Bahia, do Goiás e do Mato Grosso (Czepak 
et al., 2013). Além disso, coletas nas culturas de 
milho, soja e algodão, em diferentes regiões do país, 
têm mostrado a ocorrência de representantes de 
outra espécie de Helicoverpa, cujas características 
não correspondem à descrição de H. gelotopoeon 
ou de H. zea. Esta última espécie é muito próxima, 
morfológica e molecularmente, a H. armigera (Behere 
et al., 2007); há, inclusive, a possibilidade de formação 
de híbridos férteis entre elas (Hardwick, 1965). 
Dessa forma, é fundamental que sejam detalhados os 
métodos empregados na caracterização morfológica e 
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molecular de H. armigera, para que seja possível sua 
distinção das demais espécies que ocorrem no Brasil, 
especialmente H. zea.
O objetivo deste trabalho foi descrever métodos 
para a caracterização morfológica e molecular de 
H. armigera e ampliar o registro de ocorrência da 
praga no Brasil.
Os insetos foram obtidos inicialmente em coletas 
realizadas a partir de dezembro de 2012, com uso 
de armadilha luminosa, nos municípios de São 
Desidério, BA; Planaltina, DF; e Londrina, PR. Para 
complementar o inventário, foram realizadas coletas 
de 80 a 100 lagartas, a partir de fevereiro de 2013, em 
estruturas reprodutivas do algodão (São Desidério, BA; 
e Campo Verde, MT), do milho (São Desidério, BA; e 
Planaltina, DF) e da soja (São Desidério, BA). Essas 
lagartas foram individualizadas em frascos de plástico, 
alimentadas com dieta artificial (Greene et al., 1976) 
e mantidas em condições controladas de 25±2°C e 
70±10% de umidade relativa, com 12 horas de fotofase, 
até a obtenção de adultos. Imagos representativos de 
cada local e cultura foram preservados a seco, em 
alfinetes entomológicos, como materiais testemunho, 
e depositados na coleção entomológica da Embrapa 
Cerrados, em Planaltina, DF.
Analisou‑se a morfologia da genitália de indivíduos 
masculinos, coletados nas diferentes regiões. 
Os abdomens foram mantidos em solução aquosa de 
KOH (10%) por 24 horas. A genitália foi dissecada 
e o edeago foi removido. A vesica foi evertida com 
seringa para insulina (agulha de 6 mm de comprimento 
e 0,25 mm de diâmetro), tendo‑se utilizado álcool 
isopropílico 99% (Pogue, 2004). As estruturas mais 
importantes para a diferenciação da espécie, como 
oitavo urosternito, edeago e base da vesica, foram 
fotografadas e preservadas em lâminas permanentes, 
para documentação complementar aos espécimes 
mantidos na coleção.
Mariposas com morfologia da genitália de 
H. armigera (Hübner, 1809) foram armazenadas 
em recipientes lacrados com sílica gel, a ‑20°C. 
A caracterização molecular foi realizada no Laboratório 
de Entomologia da Embrapa Soja, pela amplificação 
de sequências parciais dos genes de citocromo oxidase 
c (subunidades I e II) e citocromo B. A extração 
de DNA foi realizada com base em sais de CTAB 
(Rogers & Bendich, 1988), e as amplificações foram 
feitas com os pares de iniciadores: LCO 1490‑J‑1514 
(5’‑GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG‑3’) e 
HCO 2198‑N‑2175 (5’TAAACTTCAGGGTGACCA 
AAAAATCA‑3’); CytB‑10933 (5’‑TAGGATATGTTT 
TACCTTGAGGAC‑3’) e Cyt B 11388 (5’‑TCCTCC 
TAATTTATTAGGAATTG‑3’); e N3400 (5’‑TCAATA 
TCATTGATGACCAAT‑3’) e C1‑J‑2797 (5’‑CCTCGA 
CGTTATTCAGATTACC‑3’) (Folmer et al., 1994; 
Simon et al., 1994; Taylor et al., 1997; Muraji et al., 
2001; Lee et al., 2009).
A reação de PCR para os pares de iniciadores LCO 
1490‑J‑1514 e HCO 2198‑N‑2175, e CytB‑10933 e 
Cyt B 11388 foi realizada com uso de termociclador 
Veriti 96‑well (Life Technologies do Brasil, Ltda., São 
Paulo, SP), programado para 35 ciclos de 94°C por 
1 min; 48°C para amplificar a região correspondente ao 
“barcoding” (50°C, para CytB), por 1 min; e 72°C por 
1,5 min, com extensão final de 72°C por 5 min. Já para 
o par de iniciadores N3400 e C1‑J‑2797, o programa 
utilizado foi: 35 ciclos de 94°C por 1 min, 46°C por 
1 min e 72°C por 1 min, com extensão final de 72°C 
por 5 min. Para purificar o DNA amplificado, utilizou-
se o kit ExoSAP (USB Corporation, Cleveland, OH, 
EUA). Ambas as sequências “forward” e “reverse” 
foram analisadas com o sequenciador ABI Prism 
3100 DNA Analyzer (Life Technologies do Brasil, 
Ltda., São Paulo, SP).
Os cromatogramas foram visualizados e editados 
com o programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes 
Corporation, Ann Arbor, MI, EUA), para avaliar 
a consistência dos dados. Os fragmentos de boa 
qualidade foram usados para construir as sequências 
consenso de cada amostra. As sequências consenso 
dos fragmentos dos genes foram alinhadas com Clustal 
W (Thompson et al., 1994), sem modificação dos seus 
parâmetros. As sequências obtidas foram comparadas 
com as depositadas no GenBank (National Center for 
Biotechnology Information, Bethesda, EUA) para H. 
armigera.
Entre os exemplares de Helicoverpa coletados, 
foram encontrados indivíduos cuja morfologia externa 
e, principalmente, da genitália correspondeu à de 
H. armigera, espécie mais abundante, e à de H. zea 
(Figura 1). As estruturas mais importantes para 
identificar H. armigera foram o formato da base do 
oitavo urosternito (Figura 1 C) e a presença de um lobo 
simples na base da vesica (Figura 1 D) (Pogue, 2004).
Os iniciadores correspondentes à região cox1, os de 
citocromo B e os da região cox1-cox2 amplificaram 
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produtos de 615, 438 e 570 pb, respectivamente. 
As sequências resultaram em alinhamentos com 99 a 
100% de identidade com as sequências de H. armigera 
presentes no GenBank, o que confirma a identificação 
feita por características morfológicas. As sequências 
de cox1 corresponderam às posições 1502 a 2116 do 
genoma mitocondrial completo de H. armigera (acesso 
GU188273.1) presente no GenBank. Já as sequências 
do citocromo b corresponderam às posições 10491 a 
11378, e as da região cox1‑tRNALeu‑cox2, às posições 
2788 a 3358.
Conforme a Instrução Normativa no 2 (9/10/02), 
que estabelece a obrigatoriedade de notificação ao 
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
antes da submissão de publicação de detecção de 
praga exótica, ou classificada como quarentenária 
ou exótica para o Brasil, os autores do presente 
trabalho protocolaram a solicitação (Documento no 
70570.000355/2013‑42) para autorização de submissão 
deste manuscrito em 25/3/2013. A autorização foi 
concedida em 11 de abril (Ofício DSV/DAS No 
160/2013). De forma independente, outro grupo 
de pesquisadores publicou o primeiro registro de 
ocorrência nas culturas de soja e algodão, nos estados 
da Bahia, do Goiás e do Mato Grosso (Czepak et al., 
2013).
A variabilidade intraespecífica e as semelhanças 
interespecíficas entre H. armigera e H. zea demandam o 
desenvolvimento de estudos detalhados da morfologia, 
em todos os estágios de desenvolvimento (Leite et al., 
2013), e da biologia molecular, para que seja possível 
avaliar variações interpopulacionais e identificar 
caracteres potencialmente úteis para a diferenciação 
precisa e rápida destas espécies, o que subsidiaria 
tomadas de decisão mais ágeis e apropriadas quanto 
ao manejo.
Figura 1. A, macho de Helicoverpa armigera (envergadura 36,04 mm); B, macho de H. zea (envergadura 41,18 mm); C, base 
do oitavo urosternito de H. armigera; e D, lobo simples (indicado pela seta) na base da vesica de H. armigera.
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